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摘要 :【 目 的 】 培 皮 激 素 (ecdysone) 是 调控 昆虫 生长 发 育 和 繁殖 的 重要 激素 ,其 合成 主要 由 5 个 称 
A Halloween 基因 编码 的 细胞 色素 P450 ( spook/CYP307A1, Phantom/CYP306A1, disembodied/ 
CYP302A1, shadow/CYP315A1 和 shade/CYP314A1) #45. 3K A. Nilaparvata lugens 系 东 南亚 和 
东亚 地 区 危害 最 为 严重 的 水 稻 害 下 之 一 ,以 虹 皮 激素 调控 基因 为 靶 标 ,应 用 RNAi RR IE EA 
正 逐 步 成 为 研究 热点 。 本 研究 旨 在 揭示 褐飞虱 体内 Halloween 基因 的 功能 ,为 褐飞虱 的 防 控 和 新 
农药 的 开发 提供 理论 依据 。【 方 法 ] 本 研究 基于 褐飞虱 基因 组 和 转录 组 数据 ,利用 RT-PCR 技术 克 
隆 了 参与 赔 皮 激素 合成 的 5 个 Halloween 基因 ;利用 生物 信息 学 软件 预测 分 析 其 编码 蛋白 的 结构 
特性 ;利用 MEGA5.0 邻接 法 构建 系统 进化 树 ; 利 用 实时 荧光 定量 PCR 技术 研究 其 时 空 表达 特征 ; 
利用 注射 法 RNAi 技术 分 析 Cyp314al 基因 表达 下 调 对 褐飞虱 生 长 发 育 和 繁殖 的 影响 。 【结果 】 克 
隆 获 得 褐飞虱 的 $ 个 Halloween 基因 ，, 即 NICyp307al ( GenBank 登录 号 : KM217014. 1), NiCyp306al 
(GenBank 登录 号 : KM217013. 1), NlCyp302al ( GenBank 登录 号 : KM216995. 1 ) NiCyp3I5al1 
(GenBank 登录 号 : KM216998.1) 和 NICyp314a1 ( GenBank 登录 号 : KU928172 ) 。 进 化 分 析 表 明 ,这 
5 个 基因 分 属于 CYP2 和 线粒体 两 大 类 群 , 并 与 各 自 的 同 源 基因 聚 类 在 一 起 ,说 明 Halloween 基因 
和 赔 皮 激素 合成 途径 在 昆虫 进化 过 程 中 十 分 保守 。NICYP314Al 具有 5 个 P450 的 保守 结构 域 和 
两 个 跨 膜 结构 域 ,是 典型 的 线粒体 酶 。qRT-PCR 检测 结果 显示 ,5 个 Halloween 基因 的 表达 量 在 整 
ARAKAS 龄 若虫 期 内 呈现 波动 状 , 且 均 在 5 龄 若虫 赔 皮 后 的 24 h 和 60 h 出 现 表 达 量 峰值 。 
NICyp314al 在 褐飞虱 发 育 各 个 龄 期 均 表 达 , 且 在 成 虫 中 表达 量 最 高 ;NLCyp314al 在 胸部 表达 量 较 
头 部 和 腹部 高 ,其 在 脂肪 体 中 的 表达 量 最 高 ,其 次 是 在 足 、 表 皮 、 翅 芽 中 ,中 肠 中 表达 量 最 低 。 利 用 
注射 法 RNAi 对 NICyp314al 基因 进行 沉默 后 ,NICyp314al 的 表达 量 在 注射 后 第 4 天 较 对 照 极 显著 
降低 84.6% (已 <0.01) ,同时 赔 皮 激素 通路 下 游 的 响应 关键 基因 MFTZ-F1 的 表达 量 较 对 照 极 显 
著 降 低 64.1% (P<0.01)。 表 型 观察 发 现 , NICyp314al Kik Et FAK T HE AMR AE, th 
现 畸 形 虫 体 ,第 7 天 死亡 率 大 于 95% , 且 NICyp314al 表达 量 的 下 调 导 致 了 褐飞虱 卵 梨 发 育 畸 形 。 
【结论 ] |e ASR AS RANK) Halloween 基因 在 进化 上 非常 保守 ,Halloween 基因 功能 的 研究 
揭示 了 褐飞虱 体内 Halloween 基因 对 于 褐飞虱 晓 皮 和 繁殖 的 重要 性 。 其 表达 水 平 的 降低 导致 了 褐 
飞 心 生长 发 育 和 繁殖 受阻 ,提示 褐飞虱 Halloween 基因 可 用 于 褐飞虱 晓 皮 和 繁殖 进程 的 调控 ,同样 
也 为 Halloween 基因 在 褐飞虱 防治 方面 的 潜在 应 用 提供 了 依据 。 
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Molecular cloning and functional characterization of Halloween genes 
involved in ecdysteroid biosynthesis in the brown planthopper, 


Nilaparvata lugens (Hemiptera: Delphacidae ) 

LI Kai-Long'”’* , FU Qiang', WANG Wei-Xia', LAI Feng-Xiang', WAN Pin-Jun (1. State Key 
Laboratory of Rice Biology, China National Rice Research Institute, Hangzhou 310006, China; 2. 
Hunan Provincial Center for Monitoring of Grain Oil Products Quality, Changsha 410201, China) 
Abstract; [Aim] As one of the most important insects endohormones, ecdysone plays an important role 
in regulating the development and reproduction of insects. Five Halloween genes are involved in 
ecdysteroid biosynthesis and encode cytochrome P450 enzymes spook/CYP307A1, Phantom/CYP306A1 , 
disembodied/CYP302A1, shadow/CYP315Al and shade/CYP314A1,_ respectively. The brown 
planthopper, Nilaparvata lugens, is one of the most destructive pests of rice throughout Southeastern and 
Eastern Asia. For N. lugens, ecdysteroid regulated genes of RNAi technology management has gradually 
become a research hotspot. The objective of this study is to investigate the function of Halloween genes in 
N. lugens so as to provide the theoretical basis for the management of N. lugens and development of new 
pesticides. [ Methods] Based on the genome and transcriptome database of N. lugens, five 
ecdysteroidogenesis-related Halloween genes in N. lugens were cloned using RT-PCR, and the deduced 
protein structure was predicted using different bioinformatics software, and the phylogenetic tree was 
constructed using the neighbor-joining method of MEGA 5.0. The expression profiles of these genes in 
different tissues of nymph and at different developmental stages of N. lugens were detected by quantitative 
real-time PCR. RNAi experiment was carried out to examine the effects of knockdown of Halloween genes 
on the development and reproduction of N. lugens. [ Results] Five Halloween genes involved in 
ecdysteroidogenesis, i. e., NlCyp307a1, NiCyp306al, NiCyp302a1, NiCyp315a1, and NiCyp3l4al1, 
were cloned and identified in N. lugens. Phylogenetic analysis revealed that the five Halloween genes 
belong to two superfamilies 2-Clan and Mito-Clan, respectively, and clustered with their homologous 
genes in other insects, suggesting that Halloween genes and edysteroidogenesis pathways are very highly 
conserved during insect evolution. NICYP314A1 contains five conserved P450s motifs and two 
transmembrane domains, being a typical mitochondria cytochrome P450s. The results of qRT-PCR 
showed that five Halloween genes had higher mRNA abundance at 24 h and 60 h after molting in the 5th 
instar nymph stage. NICyp314al was continually expressed during the whole developmental stage, and 
showed the highest expression level in adults. Among the examined tissues, thorax had the higher 
transcription level of NiCyp314al than head and abdomen, and fat body had the highest transcription 
level of NiCyp314al1, followed by leg, integument, wing bud, and midgut. Four days after injection of 
dsNiCyp314a1, the expression levels of NICyp314al and NIFTZ-F1 in the treated individuals were 
extremely significantly decreased by 84. 6% and 64.1%, respectively, compared with the control. 
NiCyp314a1 knockdown resulted in nymphs failed to molt on time, exhibited apparent phenotypic 
defects, and >95% mortality of the nymphs at day 7 after injection. NiCyp314a1 knockdown also 
resulted in the developmental abnormality of adult ovary. [Conclusion] Halloween genes of N. lugens 
involving in ecdysteroidogenesis are evolutionarily conserved. Silencing of selected Halloween gene 
expression causes phenotypic defects in molting and reproduction. These results suggest that Halloween 
genes encode functional proteins that are involved in molting and reproduction of N. lugens. Halloween genes 
might be used in altering genetically the progress of molting and reproduction of N. lugens. This study 
provides a theoretical basis for potential application of Halloween genes in the management of N. lugens. 


Key words: Nilaparvata lugens; ecdysone; Halloween gene; gene expression; molting; reproduction 
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Wt SZ TER (ecdysone ) 是 一 种 类 固 醇 物 质 ,昆虫 
不 能 自身 从 头 合成 ,只 能 利用 从 食物 中 获取 的 植物 
作 醇 或 动物 胆固醇 来 合成 (Sakurai and Gilbert, 
1990)。 赔 皮 激 素 的 合成 一 直 是 昆虫 暗 皮 激素 研究 
中 的 热点 ,人 研究 发 现 参 与 赔 皮 激素 合成 途径 的 基因 
主要 为 编码 前 胸腺 特异 性 P450 FEBRY Halloween 
家 族 基 因 ,其 基因 功能 的 缺失 可 导致 赔 皮 激素 滴 度 
的 下 降 , 从 而 引起 昆虫 发 育 受 阻 \ 暗 皮 了 畸形 或 生殖 受 
影响 。 因 此 ,开展 Halloween Z ie SE A Æ Hy ER 
Nilaparvata lugens 生长 发 育 和 繁殖 中 的 研究 ,将 有 
助 于 明确 昆虫 激素 调控 机 制 ,为 水 稻 主要 害虫 褐 飞 
恒 的 控制 和 新 农药 的 开发 提供 理论 依据 。 

Halloween 家 族 基 因 包 括 spook( spo，Cyp307al)， 
Phantom ( Phm, Cyp306al ), disembodied ( Dib, 
Cyp302a1) , shadow( Sad, Cyp315a1 ) 和 shade( Shd, 
Cyp314al ) (Kappler et al., 1986, 1988; Grieneisen et 
al., 1993; Gilbert, 2004 )。 其 中 CYP307A1, 
CYP302A1, CYP306Al 和 CYP315Al 参与 的 催化 反 
应 在 前 胸腺 细胞 中 完成 并 合成 20E 的 前 体 一 一 无 
WA PEAY BY fil] (E) (Chavez et al., 2000; Warren et 
al., 2002, 2004; Niwa et al., 2004) ,合成 的 赔 皮 酮 
释放 到 血 淋 巴 后 ,在 周 缘 组 织 中 由 CYP314Al 催化 
为 具有 活性 的 20-72 SEE BZ Al (20K ) ,这 也 是 最 重要 
的 一 步 催化 反应 ( Petryk et al., 2003; Rewitz et al., 
2006a) 。 关 于 这 些 基因 的 研究 主要 集中 在 鳞 运 目 和 
IA H F, Æ E JR R Drosophila melanogaster 中 
DmPhm, DmDib, DmSad 和 DmShd HIRIK F Y (H 
BAS PRA 25- 郑 化 酶 、 暗 皮 省 醇 22- 羟 化 酶 2- 产 化 酶 和 
WE BZ WZ 20-F2 CBE) 代谢 底 物 (2 ,22 ,25- 三 脱氧 蚁 
皮 酮 2,22- 二 脱氧 晓 皮 酮 .2- 二 脱氧 晓 皮 酮 和 赔 皮 
酮 ) 和 代谢 产物 (2,22- 二 脱氧 赔 皮 酮 2- 二 脱氧 赔 皮 
酮 . 虹 皮 酮 和 2- 产 基 蚁 皮 酮 ) 均 已 被 证 实 , 原 位 杂交 
结果 显示 DmPhm, DmDib 和 DmSad 在 环 腺 中 的 前 
胸腺 细胞 中 表达 ,而 DmShd 在 周 缘 组 织 如 表皮 、 中 
肠 、 马 氏 管 和 脂肪 体 等 中 表达 ,这 些 基 因 的 突变 体会 
导致 胚胎 后 期 低 晓 皮 激 素 滴 度 ,突变 体 表 型 相似 ,都 
表现 出 豚 胎 表皮 沉积 受阻 ,胚胎 后 期 的 形态 建成 如 
头 部 内 卷 、 背 部 闭合 和 肠 道 发 育 等 出 现 严重 缺陷 
(Chavez et al., 2000; Warren et al., 2002, 2004; 
Petryk et al., 2003; Niwa et al., 2004)。 男 有 研究 表 
HH RE AC E DEK W Ac th 5g We PRY A KR 
(Sieglaff et al., 2005 ) , T AEC HE ZE BA RP A eae 
BETAS TITAS 22 18 BR, MR P PE BS BE BS Bs EES 
PIC Tiny FE BS ME tS HER AA m Atl] F E S R D ER) BCR 

































































































































































(Pondeville et al., 2008). 。 黑 腹 果 晶 和 烟草 天 蛾 
Manduca sexta 体内 Halloween 基因 在 前 一 次 悦 皮 后 
和 下 一 次 旷 皮 前 有 表达 高 峰 (Rewitz et al., 2006b; 
Warren et al.，2006 ) 。 这 些 证 据 都 表明 Halloween 
AIAG A XT BE HE Se Be BR A EREM o 

由 于 褐飞虱 中 细胞 色素 P450 基因 的 研究 主要 
集中 在 其 与 抗 药 性 之 间 的 关系 ,P450 HEA Zs 5 Wi 
激素 合成 的 研究 尚未 见报 道 , 其 研究 对 揭示 褐 飞 二 
体内 细胞 色素 P450 基因 的 功能 多 样 性 具有 重要 意 
义 。 本 研究 以 褐飞虱 为 研究 对 象 ,通过 同 源 性 和 进 
化 分 析 检 索 并 鉴定 可 能 参与 褐飞虱 暗 皮 激素 合成 的 
P450 基因 ,在 此 基础 上 研究 其 时 空 表 达 谱 ,并 进 一 
步 分 析 Halloween 家 族 基因 表达 水 平 下 调 对 褐 飞 乔 
生长 发 育 和 繁殖 的 影响 。 

















1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 和 水 稳 

褐飞虱 N，lugens, 虫 源 采 自 浙江 省 杭州 市 富阳 
区 中 国 水 稻 所 基地 稻田 ,在 室内 室温 条 件 下 饲养 于 
感 虫 水 稻 Orvza sativa 品种 Taichung Native 1(TN1) 
上 2 代 以 上 , 取 适 龄 若虫 或 成 虫 供 坛 。 饲 养 条 件 : 温 
度 27 + 1%C ,相对 湿度 80% + 10% , 光 周 期 14L: 
10D。 

感 虫 水 稻 品 种 TN1 ,分 批 播种 育秧 后 种 植 于 无 
虫 网 室内 的 水 泥 池 中 ,正常 肥水 管理 。 实 验 开始 前 
7 d 取 50 ~60 d 秧 龄 的 稻 苗 , 移 栽 于 小 泥 盆 (直径 8 
cm ,高 7 om) , 待 稻 苗 存活 后 ,每 盆 保 留 3 个 壮 葛 用 
以 饲养 试 虫 。 

1.2 褐飞虱 样品 准备 

采用 单 头 试 管 饲养 法 收集 褐飞虱 5 龄 若虫 不 同 
发 育 时 间 试 虫 样品 :每 天 24 h 持续 观察 赔 皮 情况 ， 
将 刚 暗 皮 至 5 龄 的 新 鲜 若 虫 接 和 新 的 试管 中 饲养 用 
于 取样 ,每 隔 12 h 为 一 个 节点 取样 ,分别 命名 为 N5- 
Oh, N5-12h, N5-24h, N5-36h, N548h, N5-60h, 
N5-72h Fil N5-84h $m TREY CE IE Fe ed FEAR EOF 
的 褐飞虱 1 -5 WA R PS SAS ER AE R 
合 为 一 个 龄 期 的 样品 ) 及 初 羽 化 肉 雄 成 虫 (1 日 龄 ) 
10 ~50 头 。 另 外 ,选取 200 头 5 龄 若虫 并 在 解剖 镜 
下 分 离 头 部 胸部、 腹部 表皮 、 翅 芽 、 脂 肪 体 . 中 肠 和 
足 置 于 1.5 mL Eppendorf 管 。 以 上 每 处 理 设 置 3 个 
生物 学 重复 。 所 有 样品 用 液 氮 速冻 后 置 于 -80%C 冰 
箱 保存 备用 。 
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1.3 总 RNA 的 提取 和 CDNA 第 1 HAM 

褐飞虱 总 RNA 的 提取 采用 Qiagen 公司 生产 的 
总 RNA 提取 试剂 盒 (RNeasy Mini Kit, Qiagen, 
Valencia, CA) ,提取 方法 参照 试剂 盒 说 明 书 。 利 用 
1.2% 琼脂 糖 凝 胶 电泳 和 分 光 光 度 计 (Nano-Drop 
1000 spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific , 
Rockford, USA) 检测 所 提取 RNA 的 完整 性 和 浓度 ， 
用 于 cDNA 第 1 链 的 合成 。 

cDNA 第 1 链 的 合成 采用 Toyobo 公司 的 反 转 录 
试剂 盒 ( ReverTra Ace qPCR RT Kit, Toyobo Co. 
LTD, Osaka, Japan) ,操作 参照 试剂 合 说 明 书 ,RNA 
模板 量 为 1 ug, 以 OligdT 和 随机 引物 为 合成 引物 ， 
合成 cDNA 第 1 链 。 
1.4 基因 检索 .克隆 与 序列 分 析 

分 别 根据 黑 腹 果 晶 D. melanogaster , IRMA H 


Tribolium castaneum Fil Bi GF Acyrthosiphum pisim 


Halloween 基因 的 和 蛋白 序列 检索 褐飞虱 的 基因 组 和 
转录 组 ,得 到 褐飞虱 候选 Halloween 基因 ( 表 1)。 利 
用 Primer Premier 5.0 设计 引物 ( 表 2) 对 其 进行 RT- 
PCR 克隆 。 以 褐 飞 乱 各 龄 期 混合 cDNA 模板 进行 
PCR 扩 增 ,反应 体系 :10 x ExTaq Buffer 2.5 uL, 
dNTPs(2.5 mmol/L)2.0 uL, 正 反 向 引物 (10 mmol/ 
L) 各 1.0 uL, ExTaq 酶 0. 125 uL, cDNA 模板 1.0 
pL, 287K 17.375 AL。 反 应 条 件 : 94°C 预 变性 
5 min; 94°C 变性 30 s, 58°C 退火 43 s, 72% 延伸 
1 min, 38 个 循环 ; 72°C 延伸 10 min。 扩 增产 物 用 
1.2% PR JE BH BE WBS E oe oe WM, 切 胶 回 收 后 连 于 
TOPO2.1 #4% (Invitrogen, Carlsbad, CA) 上 ,转化 
至 DH5a 感受 态 细 胞 ( Novagen, Darmstadt, 
Germany) 中 ,随机 挑选 10 个 单 克 隆 送 于 上 海 英 骏 
生物 技术 有 限 公 司 进行 双 端 测序 。 











R1 基于 褐飞虱 基因 组 的 Haloween 基因 信息 


Table 1 Halloween genes information in Nilaparvata lugens genome-wide 














基因 GenBank 登录 号 基因 座 起 始 位 置 (bp) 终止 位 置 (bp) 

Genes GenBank accession number Start End 
NICyp302a1 NLUO023987. 1 scaffold63 376 433 388 490 
NICyp306a1 NLUO28606. 1 scaffold953 252 989 259 596 
NICyp307a1 NLUO008821. 1 scaffold1880 98 321 124 866 
NICyp315a1 NLUO09808. 1 scaffold203 630 868 639 831 
NICyp314a1 NLUO12361. 1 scaffold249 673 355 677 541 


























测序 结果 和 序列 组 装 通 过 DNAstar Lasergene 
软件 包 (http: // www. dnastar. com/) 完成 。 利 用 
NCBI 网 上 ORF 查找 工具 ORF Finder (http : // www. 
ncbi. nlm. nih. gov/gorf/gorf. html ) 查找 基因 开放 阅 
读 框 \ 利 用 网 上 ExPASy 翻译 软件 进行 翻译 预测 氮 
基 酸 序列 (http: // web. expasy. org/translate/) 、 利 用 
NCBI 在 线 软件 CDD (http: // www. ncbi. nlm. nih. 
gov/cdd/ ) 和 EMBL 在 线 软件 SMART ( http: // smart. 
embl-heidelberg. de/smart/set _ mode. cgi? NORMAL 
=1) 对 氨基 酸 序 列 保守 结构 域 进行 预测 、 利 用 
TMHMM server v. 2.0 (http: // www. cbs. dtu. dk/ 
services/TMHMM/ ) xf 2 fit 25 Fay HE fr THUMM. lA 
// web. org/cgi-bin/ 
protparam ) 对 氨基 酸 序列 进行 理化 特性 分 析 , 所 得 氨 
基 酸 序列 通过 NCBI 网 上 BLAST 程序 (http: //blast. 
ncbi. nlm. nih. gov/Blast. cgi) 与 GenBank 中 的 nr FE 
进行 同 源 性 搜索 并 用 ClustalX2 (Larkin et al., 2007) 
与 其 他 昆虫 同 源 序列 进行 多 序列 比 对 ,采用 邻接 法 














Protparam ( http: expasy. 























(Neighbor-Joming method ) Æ MEGAS. 0 软件 中 
(Tamura et al., 2011 ) 完 成 系统 发 育 树 的 构建 ,各 分 
文 重复 检验 次 数 均 为 1 000 K, 
1.5 NICyp314al 基因 的 RNAi 实验 

NICyp314al 是 旷 皮 激素 合成 最 后 一 步 相 关 酶 
的 编码 基因 。 采 用 Ambion 试剂 盒 (MEGAscript T7 
High Yield Transcription Kit, Austin, USA) 进行 双 链 
RNA(double stranded RNA, dsRNA) dsRNA 的 体外 
转录 合成 。 根 据 试 剂 盒 操作 说 明 合 成 目标 基因 
(MCyp314al ) 和 用 作对 照 的 绿色 奕 光 和 蛋白 基 
(GFP) 的 dsRNA 序列 ,相关 引物 序列 见 表 2。 在 分 
光 光 度 计 下 测量 dsRNA 的 浓度 ,根据 浓度 加 入 不 
同体 积 的 无 RNAase 水 ,调节 dsRNA 浓度 约 为 
4.0 pg/ kL 

选取 褐 飞 乱 3 龄 1 日 龄 若虫 和 35 龄 3 HRA 
虫 , 通 过 显 微 注 射 仪 将 NLCyp314al-dsRNA 或 GFP- 
dsRNA 注射 至 试 虫 体 内 (注射 量 :25 nL dsRNA/ 每 
头 (3 龄 知 虫 ) 和 100 nLdsRNA/ 每 头 (5 龄 在 虫 ) 
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(Xue et al., 2015) ) 。 注 射 1 d 后 , 移 除 死 亡 的 褐 飞 
玛 , 随 后 逐日 观察 试 虫 的 存活 数 ` 若 虫 发 育 情况 及 表 
型 (5 龄 注射 坛 虫 在 成 虫 第 4 天 进行 解剖 并 观察 卵 
GLACE AOL ) ,并 在 在 基 恩 士 公司 的 超 景深 三 维 显 
微 系 统 VHX-6000 下 拍摄 表 型 图 片 。 每 处 理 设 置 5 














个 重复 ,每 重复 25 Shey KA, TEES 4 天 随机 
取 3 个 重复 ,每 个 重复 取 5 ~ 10 头 用 于 提取 总 RNA 
并 反 转 录 成 cDNA ,方法 见 1.3 节 , 用 于 进行 定量 
PCR( 方 法 同 1.4 节 ) 验 证 和 分 析 。 相 关 引 物 序列 见 
表 2。 











表 2 本 研究 所 用 引物 
Table 2 Primers used in this study 























引物 正 向 引物 (5'-3") 反 向 引物 (5 -37) 扩 增 长 度 (bp) 引物 用 途 
Primers Forward sequences Reverse sequences Amplicon size Purpose 
NICyp302al GCTGGCCTGTTCAAAAATCGT TTAGATTCCAGGCCCACACTG 2 087 
NICyp306al ATCCTGCGATGGAGAGTCCT CTCACACTCACAAAACAATTTCTCA 1 454 
NICyp307al CTATCGCAGTCATCAACCGC TGTAGCAACGTGTGGAACGA 1 333 晤 因 克 隆 Gene cloning 
NICyp315al ACCGATGAACCACCTTCTCC CCATTCCGTAGGGCGTAGAG 1 168 
NICyp314al CAGTTCAGGGAGCGTCTGTC ACTGGTCCCAATGTCTGTTGG 1 892 
dsNICyp314al T7-TGTTTTCGCTGGCCACATTC T7-CACGTTTCGCCTTGTTCGTT 460 双 链 RNA 合成 dsRNA 
qNIRPS11 CCGATCGTGTGGCGTTGAAGGG ATGGCCGACATTCTTCCAGGTCC 159 
qNIRPSI5 = TAAAAATGGCAGACGAAGAGCCCAA TTCCACGCTTGAAACGTCTGCG 150 
qNICyp302al GTCGTCGCTCATGCTTATGT GTCAGTGTCCTTCAGCCTCA 147 
qNICyp306al CTGATCAAGCAGGCTITCAA CATCTTGGACCTTCAGAGCA 110 定量 PCR qRT-PCR 
qNICyp307al GCAATAATTCCCTTGCCCTA AAGCACTCTGCCTCCTCATT 142 
qNICyp315al CGGAATGGGATTGAGAAGTT CGCAGGTTGATACAAGATGG 104 
qNICyp314al TTGTTGCTCAGCCATCTTTC TGCTGGGAATGTCGTATTCT 102 
qNIFTZ-F1 ACCCTGAAGTGAGAGGGTTG TGTGGATTTCAGGCATCACT 150 


1.6 实时 定量 PCR 

qRT-PCR 分 析 采 用 Toyobo 公司 生产 的 SYBR 
Green Mix 试剂 盒 ,参考 操作 说 明 , 反 应 体系 共 20.0 
uL: 6.4 pL ddHO，10 uL 酶 预 混 液 ,上 下 游 引 物 
(10.0 pmol/L) & 0.8 pL, 不同 组 织 、 龄 期 和 不 同 
dsRNA 处 理 试 虫 模 板 2. 0 pL。 反 应 程序 : 95°C 预 
变性 30 s; 95°C 变性 5 s, 60°C 退火 及 延伸 35 s, 45 
个 循环 。 基 因 的 相对 表达 量 计算 采用 2 OO 法 
(Livak and Schmittgen, 2001; Vandesompele et al., 
2002) ,内 参 基 因 选 用 NIRPS11 和 NIRPS15 (Yuan et 
al., 2014) 。 相 关 引 物 序 列 见 表 2。 
1.7 数据 分 析 

数据 分 析 采 用 DPS 数据 处 理 系统 (Tang and 
Zhang, 2013 ) ,其 中 两 个 处 理 采 用 上 上 检验 进行 比较 ， 
两 个 以 上 处 理 采 用 单 因 素 方 差分 析 ( One-way 
ANOVA ) 或 双 因 素 方差 分 析 (Two-way ANOVA) ,并 
采用 Duncan 氏 新 复 极 差 法 进行 多 重 比较 ; 百分数 用 
反正 弱 平 方 根 转换 。 文 中 所 用 数据 均 为 平均 值 上 标 
准 误 (SE)。 





2 结果 


2.1 4 tae E A A Miz = Halloween 4% A 
cDNA 序列 克隆 与 系统 发 育 分 析 

基于 褐 飞 乱 基因 组 和 转录 组 数据 ,检索 并 克隆 
获得 5 Ai KA Halloween 基因 : NiCyp307a1 
(GenBank 登录 号 : KM217014. 1), MCyp306a1 
(GenBank 登录 号 : KM217013. 1), MCyp302a1 
(GenBank 登录 号 : KM216995. 1), MCyp3/5al 
(GenBank 登录 号 : KM216998. 1) 和 NiCyp3/4al 
(GenBank 登录 号 : KU928172) , ORF 长 度 分 别 为 
1 935, 1500, 1 692, 1 443 和 1 629 bp ,推导 得 到 的 
氨基 酸 序 列 长 度 分 别 为 644, 499, 563, 480 和 542 
aa, 氨 基 酸 序列 与 同 为 飞 项 科 的 灰 飞 虱 Laodelphax 
striatella MATT KA Sogatella furcifera 同 源 基因 编 
码 的 氨基 酸 序 列 一 致 性 分 别 达 87% , 87% , 84% , 
87% 和 95%。 此 外 ,基于 氨基 酸 序列 的 系统 进化 树 
表明 , Hy KL S 个 Halloween 基因 编码 的 氨基 酸 序列 
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与 其 他 昆虫 中 相应 的 同 源 序列 聚 在 一 起 , 其 中 
NICyp307al 和 NCyp306al 属于 细胞 色素 P450 
( CYPs ) 家 族 的 CYP2 类 FE, MCyp302al, 


NICyp315al 和 NiCyp314al 属于 细胞 色素 P450 
(CYPs) 家 族 的 线粒体 类 群 (图 1)。 








图 1 基于 氨基 酸 序列 构建 的 昆虫 Haloween 蛋白 系统 进化 树 ( 邻接 法 ) 


Phylogenetic tree of Halloween genes from insects reconstructed with the neighbor-joining method 


Fig. 1 


based on the amino acid sequence 
依据 来 自 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster (Dm) 西方 蜜蜂 Apis mellifera (Am) 、 金 小 蜂 Nasonia vitripennis (Nv) 、 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum 
(Te) .冈比亚 按 蚊 Anopheles gambiae ( Aa) ZÆ Bombyx mori (Bm) 、 白 背 飞 起 Sogatella furcifera (Sf) JK KE Laodelphax striatella (Ls) F KE 
Nilaparvata lugens (N1) 的 Halloween 蛋白 的 氨基 酸 序 列 ,利用 CLUSTX 和 MEGA 软件 构建 昆虫 Halloween 基因 的 系统 进化 树 , 其 中 2-Clan 和 












































Mito-Clan 分 别 表示 P450 的 CYP2 和 线粒体 类 群 。 图 中 蛋白 名 称 的 前 两 个 字母 表示 其 所 属 物种 名 称 的 简写 ,括号 里 的 代号 为 该 蛋白 的 GenBank 
登录 号 。 进 化 树 节点 数字 代表 自 展 1 000 次 重复 检验 百分比 值 , 且 图 中 只 显示 大 于 50% 的 自 展 检验 百分比 。The phylogenetic tree was generated 
by CLUSTX and MEGA based on the Halloween amino acid sequences from Drosophila melanogaster (Dm) , Apis mellifera (Am) , Nasonia vitripennis 
(Nv), Tribolium castaneum (Tc) , Anopheles gambiae ( Aa) , Bombyx mori (Bm) , Sogatella furcifera (Sf) , Laodelphax striatella (Ls) and Nilaparvata 
lugens (Nl). The 2-Clan and Mito-Clan represent the CYP2 and mitochondrial P450 clans, respectively. The first two letters of the protein name indicate 








the origin species abbreviation, and the code in the brackets represents the GenBank accession number. The test of phylogeny was carried out using a 


bootstrap analysis of 1 000 replications, and bootstrap values >50% are shown on each node of the tree. 


20 Fe FEW BZ Mel ey | ec ww EA SG 
由 CYP314A1 #2 4b Wi E Bel SE, CYP314A1 催化 反 
应 也 是 合成 晓 皮 激素 的 最 后 一 步 (Petryk et al., 
2003; Rewitz et al., 2006c) , NiCyp314al 分 子 特征 
分 析 表 明 ,其 编码 蛋白 NICYP314A1 由 542 个 氨基 
酸 残 基 组 成 ’ 分 子 式 为 Ca2878 Hiya Nyss Os Sys ’ 理论 分 
子 量 和 等 电 点 分 别 为 62. 18 kD 和 7.92; 半 衰 期 约 
30 h ,不 稳定 参数 为 51. 09, 属 于 不 稳定 蛋白 。 跨 膜 
结构 域 预测 结果 表明 ,该 蛋白 存在 两 个 跨 膜 区 域 ,分 
别 位 于 21 -43 和 345 -367 位 氨基 酸 之 间 ( 图 2)。 





此 外 , NICYP314A1 具有 5 个 P450 的 保守 结构 域 
WxxxR ( Helix-C ), GxE/DTT/S ( Helix-I), ExxR 
( Helix-K ), PxxFxPE/DRF ( PERF motif) 和 
PFxxGxRxCxG/ A ( heme-binding domain ) ,其 中 x? 
代表 任意 氨基 酸 ,其 结构 域 也 说 明 NICYP314 Al 是 
典型 的 线粒体 酶 。 同 时 NIC YP314.A1 与 黑 腹 果 晶 
D. melanogaster R KIP IX Aedes aegypti, X] EE E FÈ 
hx Anopheles gambiae， 西方 蜜蜂 Apis mellifera, ha th 
金 小 蜂 Nasonia vitripennis, {ii P P 3k 5 FW 
Camponotus floridanus, 4% Bombyx mori, 棉铃 虫 
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Helicoverpa armigera, 甘蓝 夜 蛾 Mamestra brassicae , 化 分 析 发 现 ,其 与 同 为 飞 乱 科 的 白 背 飞 乱 和 灰 飞 起 


HE KA Sogatella furcifera, IK K F Laodelphax 的 CYP314A1 蛋白 序列 聚 在 一 起 (图 4)。 这 些 结 果 





striatella ， 赤 拟 谷 资 Tribolium castaneum Fil 44s $ P 表明 本 研究 克隆 得 到 的 序列 确 为 褐 飞 和 起 


虫 Leptinotarsa decemlineata 的 CYP314A1 和 蛋白 序列 NICyp314al 基因 片段 。 
在 P450 的 保守 结构 域 具 有 高 度 一 致 性 (图 3)。 进 
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Z2 $% QE NICYP314A1 蛋白 跨 膜 结构 域 

















Fig. 2 The analysis of position of possible transmembrane helices of NICYP314A1 in Nilaparvata lugens 


Mitochondrial targeting sequence 


-MVNSSNMLTDNSHIWIEASDILFSLATFSWGCLYMMA! 
‘TWGVRGARALHRIVGKQTSVMVNGSNMLTDNQHIWIEASDILFSLATFSWGCLYMMA: 
MGSCYCTLFVRAAKERHRVD -KQTCAMVNSSNMLTDNSHIWIEASDIIFSLATFSWGCLYMMA! 
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图 3 褐飞虱 NICYP314A1 及 其 他 昆虫 同 源 序 列 的 多 序列 比 对 


cient 
FRINMP: 
四 FRI P! 


Saenani Psv 
ne 


108 
128 
133 
89 
124 
92 
99 
= 106 
RUHR: 124 
aa 79 
5 88 
> 93 
93 


267 
287 
292 
246 
281 
249 
259 
263 
280 
237 
245 
250 
250 








422 
442 
447 
401 
425 
404 
417 

p 413 
TP 432 
368 
376 
401 
401 


Fig. 3 The multiple alignment of NICYP314A1 in Nilaparvata lugens and homologs from other insects 
蛋白 来 源 物 种 及 GenBank 登录 号 Origin species of proteins and their GenBank accession numbers; DmCYP314A1; 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster , 
AAQ05972. 1; AaCYP314A1; 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti, AAX85208.1; AgCYP314A1; 冈比亚 按 蚊 Anopheles gambiae, ABU42525.1; AmCYP314A1 : 




















西方 蜜蜂 Apis mellifera, NP _001035347. 1; NvCYP314A; 金 小 蜂 Nasonia vitripennis, NP _001166019. 1; CfCYP314A1; H 




















罗 伦 达 马 背 蚁 
Camponotus floridanus, EFN69019. 1; BmCYP314Al: 4 Æ Bombyx mori, NP _001106219. 1; HaCYP314Al: 棉铃 虫 Helicoverpa armigera, 
ALJ84054.1; MbCYP314A1; HIR Ik Mamestra brassicae, BAN66315.2; S({CYP314A1: HE KA Sogatella furcifera, AGU16445.1; LsCYP314A1; 























JR KE Laodelphax striatella, AGU16450. 1; TeCYP314A1: JR WA H Tribolium castaneum, NP _001123894. 1; LdCYP314A1; 马铃薯 甲虫 
Leptinotarsa decemlineata , AGT57843.1, K| 4 |E] The same for Fig. 4. 黑色 实 线 表示 P450 蛋白 保守 结构 域 。The conserved motifs of CYP314A1s are 














marked by black solid lines. 
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图 4 褐飞虱 NICYP314Al 及 其 他 昆虫 同 源 序列 的 系统 进化 树 ( 邻接 法 ) 
Fig. 4 Phylogenetic tree of NICYP314A1 in Nilaparvata lugens and homologs from other insects 
进化 树 节点 数字 代表 自 展 检 验 百分比 值 , 且 图 中 只 显示 大 于 50% 的 自 展 1 000 次 重复 检验 百分比 。The test of phylogeny was carried out using a 


bootstrap analysis of 1 000 replications, and bootstrap values > 50% are shown on each node of the tree. 

















2.2 褐飞虱 赔 皮 激素 合成 相关 基因 的 时 空 表达 模式 

对 Halloween 基因 在 褐飞虱 5 龄 若虫 不 同 发 育 
时 间 的 表达 模式 进行 检测 ,结果 表明 ,编码 晓 皮 激素 
合成 相关 基 NiCyp307al ， NiCyp306a1 ， 
NICyp302al ，ViCyp315al 和 NiCyp314al 的 表达 量 
在 整个 5 龄 若虫 期 内 呈现 波动 状 , 且 均 在 5 龄 旷 皮 
后 的 第 24 h 和 60 h 出 现 表 达 量 峰值 (图 5) 。 不 同 
龄 期 表达 动态 结果 显示 ,NiCyp314al 在 褐飞虱 各 个 
龄 期 均 有 表达 , 且 在 成 虫 中 的 表达 量 最 高 (图 6: 
A) ;组 织 表 达 模 式 检测 结果 表明 ,NiCyp314al 基因 
在 5 龄 若虫 胸中 表达 量 较 头 和 腹 中 高 ,在 脂肪 体 中 
的 表达 量 最 高 ,其 次 是 足 、 表 皮 WF, H PRAE 
最 低 ( 图 6: B)。 
2.3 褐飞虱 晓 皮 激素 合成 途径 最 后 一 步 基因 
NICyp314al 的 功能 分 析 

对 注射 dsRNA 4 d 后 的 试 虫 NCyp314al 基因 
表达 量 的 变化 进行 检测 ,结果 表明 ,NIiCyp314al 在 
NiCyp314al-RNAi 试 虫 中 的 表达 量 较 GFP 对照 试 虫 
中 的 表达 量 显著 下 降 了 84. 6% (P <0.01) 。 检 测 虹 
皮 激 素 信号 通路 下 游 响 应 基因 METZ-F1 的 表达 
量 ,发现 其 在 MCyp314al-RNAi 试 虫 中 的 表达 量 较 
GFP 对照 试 虫 中 的 表达 量 也 显著 下 降 了 64. 1% 








(P<0.01); 而 虹 皮 激素 合成 途径 上 游 基 因 
NICyp302al 在 NiCyp314a1-RNAi 试 虫 与 对 照 GFP 
试 虫 中 表达 量 没 有 显著 差异 (图 7: A) 。 

连续 观察 注射 dsRNA 后 试 虫 的 存活 情况 ,发 现 
从 注射 后 第 3 天 开始 ,注射 NCyp314al-dsRNA 试 虫 
的 存活 率 显著 低 于 注射 GFP-dsRNA 试 虫 的 存活 率 
(P <0.01) ,上 且 注 射 NCyp314al-dsRNA 试 虫 的 存活 
率 随 着 注射 时 间 的 延长 持续 下 降 ,至 注射 后 第 7 天 仅 
为 5.0% ,而 注射 GFP-dsRNA 试 虫 在 注射 后 第 7 天 的 
存活 率 为 93.3% ,继续 观察 发 现 ,至 注射 后 第 9 天 注 
射 NICyp314al-dsRNA 的 试 虫 全 部 死亡 (图 7: B)。 

通过 观察 注射 dsRNA Jey isk He AY) wb ee AO A 
育 情 况 发 现 ,3 龄 注射 GFP-dsRNA 后 的 试 虫 能 正常 
旷 皮 至 下 一 龄 期 (图 8: A) ,而 注射 NiCyp314al- 
dsRNA 后 的 试 虫 不 能 正常 赔 皮 至 4 龄 若虫 而 死亡 ， 
死亡 虫 体 出 现 背 板 表皮 裂 开 、 旧 表皮 组 织 出 现 拖 尾 、 
未 旷 皮 大 虫 出 现 蜂 腰 等 表 型 (图 8: B)。 另 5 RE 
虫 注 射 GFP-dsRNA 后 在 其 羽化 后 4 d 的 卵 梨 内 有 
正常 香蕉 状 卵 形成 (图 8: C) ,而 注射 NCyp314al- 
dsRNA 试 虫 卵 介 发育 畸形 ,初级 卵 母 细胞 中 只 有 椭 
i] JEON AL 8: D) ,经 产 卵 量 调查 未 发 现 有 若虫 
艇 出 ,是 未 在 水 稻 苗 上 发 现 卵 块 。 
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图 5 Halloween 基因 在 褐飞虱 5 龄 奋 虫 不 同 发 育 时 间 的 表达 模式 
Fig. 5 Relative expression patterns of Halloween genes during the different developmental time 
of 5th nymphal instar in Nilaparvata lugens 
N4; 4 龄 若虫 4th instar nymph. N5-Oh - N5-84h 代表 5 Weer HWE SS O -84 h 每 隔 12h 取 5 龄 若虫 不 同 发 育 时 间 试 虫 样品 。 双 星 号 表示 表达 波 














峰 与 波 谷 具有 极 显 著 性 差异 (P<0.01, 方 差分 析 中 的 Duncan 氏 新 复 极 差 法 检验 )。N5 -0 h (0 h of Sth instar) to N5 -84h (84 h of Sth instar) 
refers to 0 — 84 h after ecdysis of 5th instar nymph. Double asterisk indicates extremely significant difference (P <0.01, Duncan’ s in ANOVA) between 
expression peaks and valleys. 


A. EGG; H Egg; N1 -N5: 1 -5 龄 若虫 1st -5th instar nymph, respectively; Ad: WE Adult. B 
表皮 Integument; Me: 中 肠 Midgut; Wi; W2 Wing bud; Le; 足 Leg; Fb: 脂肪 体 Fat body. 4¥] 
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6 NLCyp314al 基因 在 褐 飞 异 不 同龄 











(A) 和 不 同 组 织 (B) 中 的 表达 谱 


Fig. 6 Temporal (A) and tissue specific (B) expression patterns of NICyp314al in Nilaparvata lugens 





. He; 3 Head; Th: 胸 Thorax; Ab; M Abdomen; In; 
上 不 同 字 母 表示 显 著 性 差异 (已 <0. 05 ,方差 分 析 中 的 





Duncan 氏 新 复 极 差 法 检验 ) Values marked by different letters are significantly different at the 5% level by Duncan’ s test in ANOVA. 
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图 7 注射 NiCyp314al-dsRNA 对 褐飞虱 体内 NICyp314al , NIFTZ-F1 和 NiCyp302a1 基因 表达 水 平 (A) 


及 褐飞虱 若虫 存活 率 (B) 的 影响 
Fig. 7 Effect of dsNICyp314al1 on the expression levels of NICyp314al, NIFTZ-F1, NiCyp302a1 genes (A) 
and the survival rate of Nilaparvata lugens nymphs (B) after injection of NICyp314al-dsRNA 
A: 注射 MCyp314al-dsRNA 和 GFP-dsRNA 4 d 后 褐飞虱 3 龄 若虫 体内 MCyp3l4al, NIFTZ-F1 和 NiCyp302a1 基因 的 表达 水 平 Effect of 
dsNiCyp314a1 on the expression levels of NICyp314al, NIFTZ-F1 and NiCyp302a1 in injected 3rd-instar (N3 ) at four days after injection. B: 注射 
NICyp314a1-dsRNA 和 GFP-dsRNA 后 褐飞虱 存活 率 结果 The survival rate performance of N. lugens nymphs subjected to dsNICyp314a1 injection. XX 
星 号 表示 dsNLCyp314al and dsGFP 经 上 测验 具有 极 显 著 性 差异 (已 <0.01 ) Double asterisk indicates extremely significant difference ( P <0. 01) 





between dsNICyp314al and dsGFP by Student’ s t-test. 
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8 和 干扰 MCyp314al SEAR BC ty CIE BRB (A 和 B) 和 卵巢 畸形 表 型 (C A D) 
Fig. 8 Phenotypic defects of ecdysis (A and B) and ovary (C and D) caused by NICyp314al-RNAi in Nilaparvata lugens 


3 讨论 与 结论 


本 研究 利用 RT-PCR 技术 克隆 获得 褐飞虱 赔 皮 
激素 合成 途径 Halloween 基 NICyp302al , 
NiCyp306a1 , NICyp307al, NiCyp315a1 和 NlCyp314al 
的 含 ORF 区 的 cDNA 序列 ,进化 分 析 发 现 褐飞虱 体 
内 5 个 Halloween 基因 分 别 属于 细胞 色素 P450 
(CYPs ) 家 族 的 CYP2 类 群 (MCyp307al 和 NlCyp306al) 





和 细胞 色素 P450 ( CYPs ) 家 族 的 线粒体 类 群 
(NICyp302a1, NiCyp315al1 和 NICyp374al ) ,上 且 每 个 
基因 编码 的 氨基 酸 序列 都 与 其 在 其 他 昆虫 中 的 同 源 
蛋白 序列 聚 在 一 起 ,这 与 黑 腹 果 晶 (Rewitz et al., 
2007 ) Wi WF ( Christiaens et al., 2010) 、 灰 翅 夜 蛾 
Spodoptera mauritia(Iga and Smagghe, 2010) 中 的 研 
究 结 果 一 致 ,说 明 Halloween Je FA Al TAR A aM 
途径 在 昆虫 进化 过 程 中 十分 保守 。NICYP314Al 2 
基 酸 序列 中 的 线粒体 特征 结构 域 说 明 其 是 典型 的 线 
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粒 体 酶 ;通过 跨 膜 结 构 域 预测 ,发 现 NIC YP314 AL 氮 
基 酸 序列 具有 两 个 跨 膜 结构 域 ,这 一 结构 有 利于 
E20MO 运输 至 昆虫 的 血 淋 巴 和 各 个 组 织 中 完成 赔 
皮 激 素 合 成 的 最 后 一 步 反 应 , 即 可 将 无 活性 的 蛇 皮 
酮 催化 成 具有 活性 的 20- 羟 基 赔 皮 酮 。 

褐飞虱 体内 Halloween 基因 在 5 RARA TA] 
育 时 间 的 表达 模式 显示 ,这 5 个 基因 在 5 e h 
皮 后 出 现 两 个 表达 峰值 ,这 与 褐 飞 息 旷 皮 激素 滴 度 
在 赔 皮 后 出 现 两 个 峰值 的 结果 一 致 ( Kobayashi et 
al., 1989) , GIR KEUR Lsshade 基因 的 表达 模式 
也 相似 (Jia et al., 2013 ) 。 其 他 昆虫 中 的 研究 也 表 
明 , 虹 皮 激素 合成 相关 基因 在 某 一 龄 期 内 的 表达 量 
会 出 现 两 个 峰值 , 且 主 峰 前 面 的 小 峰 对 于 起 始 蚁 皮 
激素 的 合成 具有 重要 作用 (Rewitz et al., 2006a, 
2006b, 2006c; Iga and Smagghe, 2010; Wan et al., 
2014), NiCyp314al IA KAA RAR P AY Be BR 
式 显 示 , 其 在 脂肪 体 中 的 表达 量 最 高 RR 
幼虫 中 的 原 位 杂交 结果 显示 Cyp374ol 在 黑 腹 果 晶 
幼虫 脂肪 体 组 织 中 的 表达 量 高 的 结果 一 致 (Petryk 
et al., 2003) ,说 明 在 昆虫 脂肪 体 中 也 可 能 通过 产生 
赔 皮 激 素 参 与 到 昆虫 的 生长 发 育 和 繁殖 过 程 。 
BB He we BZ ah FE Se BSE BS DBAS AU a YB FE Te] He 
FE , TTBS SZ A HE IC IN, SWE, SZ BCR AII 7 GR A, 
EL Hed Ps WE BZ AACE AY AeA. TER AR 2 E 
JM Blattella germanica AU SS BEA k P R 
明 , FTZ-F1 作为 晓 皮 激素 级 联 反应 中 的 关键 响应 基 
,在 昆虫 的 晓 皮 和 变态 过 程 中 具有 重要 作用 ,对 
FTZ-F\ 基因 进行 沉默 后 ,会 出 现 昆 虫 赔 皮 和 化 晴 困 
难 并 导致 死亡 (Broadus et al., 1999; Fortier et al., 
2003; Cruz et al., 2008; Liu et al., 2014)。 通 过 注 
So dsRNA 后 的 定量 检测 结果 表明 , NICyp314a1 基因 
的 沉默 对 虹 皮 激素 合成 途径 上 游 基 因 NICyp302a1 
的 表达 无 显著 影响 ,推测 在 宰 飞 异体 内 NiCyp314al 
基因 可 能 也 是 褐飞虱 暗 皮 激素 合成 途径 中 的 最 后 一 
步 基 因 ;NLCyp314al 基因 表达 水 平 的 降低 会 导致 赔 
皮 激 素 级 联 反 应 响应 基因 NIFTZ-F1l 表达 量 的 下 
降 ,说 明 干扰 NCyp314al 基因 后 试 虫 出 现 暗 皮 困难 
而 出 现 畸 形 虫 体 并 有 强烈 致死 作用 ,这 可 能 是 由 于 
NiCyp314al 基因 编码 的 蛋白 通过 控制 褐 飞 异体 内 
赔 皮 激素 滴 度 来 调控 NIFTZ-F1 等 赔 皮 激素 级 联 反 
应 响应 基因 的 表达 , AA OTT ae Ml ig KY HE BS a TE o 
实验 结果 还 表明 ,NiCyp3714al HY AEI ee Pe hl We BSB 
Ae ep MBS BN) eg EAIA A HE) cD 
白 的 产生 或 填充 过 程 中 , 这 与 家 看 中 发 现 













































































































































































BmCyp314al 基因 被 沉默 后 会 引起 家 和 奉化 晴 及 卵巢 
发 育 异 常 的 结果 一 致 ,但 其 中 的 作用 机 理 有 待 进 一 
步 研究 。 上 述 结果 均 表 明 , NLCyp314al 参与 了 褐 飞 
各 旷 皮 变 态 和 繁殖 进程 的 调控 , 为 进一步 利用 
NiCyp314al 防治 褐 飞 恒 方面 提供 了 有 力 的 依据 。 

综 上 所 述 ,本 研究 基于 同 源 序列 比 对 、 褐 飞 乱 基 
因 组 和 转录 组 数据 ,鉴定 获得 了 5 个 褐飞虱 参与 赔 
皮 激 素 合 成 的 Halloween 基因 , 即 NLCyp307al， 
NICyp306a1, NICyp302a1, NICyp315al 和 NICyp314a1, 
这 5 个 Halloween 基因 在 进化 上 非常 保守 ,分 属于 
细胞 色素 P450( CYPs) 家 族 的 CYP2 和 线粒体 两 大 
类 群 。5 个 Halloween 基因 均 在 神 飞 乱 旷 皮 后 24 h 
和 60 h 时 出 现 表 达 高 峰 ,这 一 表达 规律 对 于 褐 飞 乔 
旷 皮 过 程 的 完成 起 到 重要 作用 。Halloween 基因 表 
达 水 平 的 降低 会 导致 宰 飞 乱 生 长 发 育 和 繁殖 受阻 ， 
提示 褐飞虱 Halloween 基因 参与 了 褐 飞 乱 赔 皮 变态 
和 繁殖 进程 的 调控 ,同样 也 为 Halloween 基因 在 褐 
飞 筷 防治 方面 的 潜在 应 用 提供 了 理论 依据 。 
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